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1. 要約  
【目的】 
	 緑内障は本邦の失明原因の第一位を占める重要な疾患である。その定義は、視神
経と視野に特徴的変化を有し、通常、眼圧を十分に下降させることにより視神経障
害を改善もしくは抑制しうる眼の機能的構造的異常を特徴とする疾患とされている。
しかし、本邦では眼圧が正常なタイプの緑内障（正常眼圧緑内障）が最も多く、さ
らに眼圧を下降させても視野障害が進行する症例が存在することが問題となってい
る。現在のところ、緑内障は眼圧下降が唯一の治療法であり、病態解明と新たな治
療法の開発が必要である。緑内障では、眼圧非依存的な細胞死のメカニズムとして、
視神経乳頭篩状板部での軸索障害による網膜神経節細胞（RGC）死が重要とされる
が、詳細な病態は明らかにされていない。本研究では軸索障害に着目し、次世代シ
ークエンサーを用いたトランスクリプトーム解析を行いその分子メカニズムの一端
を明らかにした。 
【方法】 
	 軸索障害の誘導にマウス視神経挫滅モデルを用いた。視神経挫滅群とコントロー
ルとしてシャム手術群を用意した。過去に報告した RGC 死のタイムコースの検討
から生存RGC数が有意に減少し始める以前の障害 2日後を解析時期とし、網膜を摘
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出後 RNA を抽出した。cDNA library を作製し、RNA シークエンスを行い、CLC 
Genomics Workbench（CLC Bio）で遺伝子発現量を算出した。|Fold change| > 1.5 かつ
False discovery rate < 0.1 を閾値とし発現変動遺伝子を抽出した。さらに、同定した
発現変動遺伝子群を用い Ingenuity Pathway Analysis（IPA）でパスウェイ解析をした。 
【結果】 
	 RNA シークエンスにより軸索障害 2 日後において 177 の発現変動遺伝子を同定し
た。発現減少した遺伝子には、Pou4f1や Nefhなど RGC に特異的に発現する遺伝子
が含まれていた。発現上昇した遺伝子群には、小胞体ストレスに関連する Atf3や
Chopといった遺伝子が含まれていた。その他に抗酸化関連遺伝子である Hmox1、
Srxn1や、補体である C1qaも有意に発現上昇していた。発現変動遺伝子を IPA で解
析したところ、’Cell Death and Survival’が最も有意なパスウェイであった。IPA によ
る上流制御因子の解析ではATF4が最も有意である他に、CHOP, NFE2L2, TP53が有
意な上流転写因子であると判定された。 
【結論】RNA シークエンスによる網膜トランスクリプトーム解析の結果から、視神
経軸索障害早期では ATF4 を上流とした小胞体ストレスが病態に深く関与している
ことが示唆された。さらに、NFE2L2 を上流とした抗酸化反応や補体系など様々な
パスウェイが軸索障害による分子病態メカニズムを構成していることが示唆された。
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小胞体ストレスはさまざまな障害によって誘導されることが知られているが、視神
経挫滅モデルでは、軸索の機械的損傷によって生じる小胞体の機能障害や、軸索流
の低下によって生じる酸化ストレスが起因となり、小胞体ストレスが生じた可能性
が示唆される。緑内障の視神経乳頭篩状板部では、機械的な軸索絞扼によって本モ
デルと同様の変化が生じていると考えられ、本研究の成果は緑内障の病態の理解、
および治療標的の探索に寄与すると考えられる。 
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2. 研究背景  
	 緑内障は成人の中途失明原因の上位を占める主要な眼疾患の一つである 1)。緑内障
は視神経に特徴的な変化を有し、進行性の視機能障害を来す疾患とされている 2)。緑
内障では視神経乳頭陥凹と呼ばれる特徴的な構造変化を認め、陥凹が拡大すると網
膜神経線維に障害が生じ視機能低下につながると考えられている 3)。しかし、数多
くの研究が試みられているにもかかわらず、緑内障の病態メカニズムは十分に解明
されていない。 
	 緑内障では眼圧上昇が視神経障害に影響を及ぼす最も重要なリスク因子であると
広く認知されている。現在のところ、眼圧下降が緑内障の唯一の治療法であり、様々
な眼圧降下薬が開発され臨床応用されている 4)。緑内障の臨床試験である CNTGS
（Collaborative Normal-Tension Glaucoma Study）の結果、緑内障患者において眼圧を
30%以上下降させた治療群と未治療群を比較すると、治療群で有意に視野障害の進
行が抑制されることが明らかとなった 5)。しかし、同時に治療群においても進行速
度は抑制されるものの視野障害が進行していることが明らかとなり、緑内障の病態
に眼圧非依存因子が関与する可能性を示唆する結果となった。緑内障では眼圧のみ
ならず、加齢、近視 6)、乳頭周囲網脈絡膜萎縮 7)、眼循環障害 8)といった様々なリス
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ク因子が関与しているとも報告されており、緑内障の病態を解明し新たな治療薬を
開発するには眼圧非依存因子に着目した研究が必要である。 
	 近年、画像診断機器の進歩により、視神経乳頭の篩状板の形態を評価することが
可能となり、正常眼圧緑内障患者では篩状板の菲薄化が生じていることが報告され
た 9)。さらに、これまでの研究から、視神経乳頭の篩状板が変形した部位ではその
内部を通過する軸索が絞扼によって障害され逆行性に RGC 死が誘導されると考え
られており、眼圧非依存因子の一つとして視神経軸索障害が注目されている 10)。し
かしながら、軸索障害により生じる RGC 死を抑制する神経保護因子を探索した研究
がいくつかなされているが、これまでの研究は主に少数の分子を標的としたもので
あり十分な効果が得られているとは言い難い 11,12)。多因子が病態に関与する緑内障
ではメカニズムを包括的に捉える研究が必要であると考えられる。 
	 緑内障の病態解明には網膜組織を用いて RGC 死を引き起こすメカニズムを調べ
ることが重要と考えられるが、人眼から網膜を生検摘出することは倫理的に限界が
あり 13)、動物モデルを用いた研究が中心になる。緑内障の病態には視神経軸索障害
が重要であるとされており、視神経を鑷子で挫滅し軸索障害によって RGC 死を誘導
する視神経挫滅モデルがしばしば用いられている 12,14-16)。過去に我々は、マウス視
神経挫滅モデルを用いた研究によって、カルパインが RGC 死に関与することを報告
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した 12)。さらに、視神経挫滅によって誘導される RGC 死のタイムコースを検討す
るために、FluoroGold によって RGC を逆行性染色し、その後視神経挫滅を行い、各
タイムポイント（Day 0、3、7，10、14、28）で蛍光標識された生存 RGC 数を計測
した。その結果、興味深いことに視神経挫滅による軸索障害の早期では生存 RGC 数
が維持されており、有意な生存 RGC の減少は障害 3 日後以降に急速に生じることが
明らかとなった。緑内障患者では視野異常が障害の程度の指標とされているが、視
野異常が検出される時期には不可逆的な構造的変化が既に進行した状態にあり、障
害早期における変化の検出、治療介入が重要であると考えられている 17)。そこで我々
は、有意に RGC 数が減少する直前の視神経挫滅 2 日後の網膜を解析することで、不
可逆的な変化である RGC 死を引き起こす病態を知ることが可能であると仮説を立
て研究を行った。 
	 これまで、包括的な病態解明にはマイクロアレイによる網羅的遺伝子解析が主に
用いられており現在でも広く利用されている。軸索障害後の網膜や RGC の遺伝子
発現をマイクロアレイによって解析した報告もされている 18)。しかし、マイクロア
レイは既知の遺伝子配列しか検出できないという制限がある。一方で、近年普及が
進んでいる次世代シークエンサーを用いた RNA シークエンス法は全ての転写物を
解析することが可能であり 19)、未知の遺伝子や選択的スプライシングイベントも含
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めた解析が可能である。RNA シークエンスを用いた研究は疾患病態の全体像や未知
のパスウェイを同定し新たな治療法の創出に至る可能性を有している。 
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3. 研究目的  
	 本研究では緑内障の病態として軸索障害早期に着目し、次世代シークエンサーを
用いたトランスクリプトーム解析を行い、その分子メカニズムの一端を明らかする
ことを目的とした。 
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4. 研究方法  
4.1. 動物  
	 本研究では12週齢、雄のC57BL/6マウスを実験に用いた。すべての実験はARVO 
Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Researchに従って計画を立案
し、東北大学医学部の動物実験専門委員会の承認を得て行った。  
4.2. マウスを用いた軸索障害の誘導  
	 軸索障害は既報に従って、視神経挫滅により誘導した12)。塩酸ケタミンと塩酸キ
シラジンの混合麻酔をマウスの大腿部に筋肉注射し全身麻酔をした。マイクロ剪刀
でマウスの上方結膜と上直筋を切開し、セッシで術野を展開し視神経を露出した。眼
球後極の2 mm後方をセッシで10秒間把持し視神経を挫滅した。処置後にカバーガラ
スを角膜上に載せ、手術用双眼顕微鏡下に眼底を観察し、網膜血管に循環障害が無い
ことを確認し、抗菌薬軟膏を眼表面に塗布した。視神経を露出するが挫滅しないシャ
ム手術群をコントロールに用いた。 
4.3. RNA 抽出  
	 手術2日後に網膜を摘出し、RNA stabilization reagent（RNase later sample and assay 
technology; Qiagen, Valencia, CA）に浸漬した。網膜をQiazol（Qiagen）に移し入れ、
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ペッスルホモジェナイザーで破砕し、miRNeasy mini kit（Qiagen）を用いてRNAを抽
出した。RNAの品質と濃度をNanoDrop 2000c（Thermo Scientific）で確認した。 
4.4. RNA シークエンス  
	 36網膜（各群18網膜）から抽出したRNAを用いてRNAシークエンスのサンプルを調
整した。RNAシークエンスではサンプル間のばらつきを最小限にするために、6網膜
から抽出したRNAからそれぞれ当量のRNAを取り混合したものを1つのサンプルとし
て解析に用いた。すなわち36網膜から各群3サンプル、計6サンプルのシークエンス
用RNAを調整した。これらのRNAの品質はAgilent 2100 Bioanalyzer（Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA）で確認した。RNAの品質を示すRNA integrity number 
(RIN) は7.8 - 8.2であり、一般的にRNAシークエンスのサンプルに要求される品質で
あるRIN > 7を満たしていた（表1）。 Illumina Tru-Seq RNA Sample Prep Kits（Illumina, 
San Diego, CA）を用いて100 bp paired-end readsのcDNAライブラリーを作製した。マ
ルチプレックス解析を可能とするためにcDNAにインデックス配列を付加し、Illumina 
Hiseq 2000（Illumina, San Diego, CA）の1レーンを使用しRNAシークエンスを行った。
データはFATQファイルに記録し、CLC Genomics Workbench （version 6.0.1）（CLC Bio, 
Aarhus, Denmark）に入力し解析した20,21)。すべてのシークエンスリードはリファレン
ス配列NCBI37/mm9にマッピングした。RNAシークエンスでは、サンプルによって総
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リード数が異なることや、遺伝子長が長いほど配列決定される確率が上昇し発現量が
多く見積もられることが発現比較する上で問題点となりうる。したがって、本研究で
は総リード数を100万、遺伝子長を1000塩基として補正する正規化法に基づき、各遺
伝子のRPKM（reads per kilobase of exon per million mapped reads）をCLC Genomics 
Workbenchで算出し、遺伝子発現定量解析に用いた22)。 
4.5. アイソフォーム毎の発現変動遺伝子解析  
	 軸索障害によって変動するアイソフォーム毎の遺伝子発現を検討するために、セ
ルイノベーションプログラムのデータ解析拠点が提供する解析プラットフォーム
（http://cell-innovation.nig.ac.jp/）を用いて解析を行った。具体的には、シークエンス
データを記録した FASTQ を用い、Tophat23)でマッピングをし、Cufflinks2 (v2.0.2)24)
を用いて発現変動遺伝子を解析した。Cufflinks2 では FPKM（Fragments per kilobase of 
exon per million mapped reads）が遺伝子発現量として用いられる。 
 
4.6. 定量的 RT-PCR 
	 RNAシークエンスによって同定された発現変動遺伝子の結果を検証するために、
新たに12網膜（各群6網膜）を用意し、定量的RT-PCRを行った。それぞれ200 ngの
RNAからSuperScript III（Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA）を用いて逆転写反
応を行いcDNAを合成した。TaqMan Fast Universal PCR Master Mix（Applied Biosystems, 
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Foster City, CA）を用いてPCR反応液を調整し、7500 Fast Real-Time PCR System（Applied 
Biosystems, Foster City, CA）を用いて定量的RT-PCRを行った。Gapdhを内部標準遺伝
子とし相対定量解析（ΔΔCt法）により遺伝子発現量を比較した。使用したTaqman
プローブは表2に示した。 
4.7. パスウェイ解析  
	 RNAシークエンスによって得られた発現変動遺伝子をIngenuity Pathway Analysis
（IPA, Ingenuity Systems, Redwood City, CA）にアップロードしソフトウェアを用いて
パスウェイ解析を行った25-27)。IPAソフトウェアにより、軸索障害2日後において有意
に変動する生物機能と上流制御因子を解析した。 
4.8. 統計解析  
	 RNAシークエンスによって得られたデータからCLC Genomics WorkbenchでRPKM
を算出し定量解析に用いた28)。RPKMが低値の場合、偽陽性の遺伝子を含む確率が増
すため、各群の平均RPKMがいずれかの群で0.3未満である遺伝子は解析から除外し
た29,30)。これにより得られた13160の遺伝子を発現変動解析に用いた。R software
（version 3.0.1）を用いて統計解析を行った31)。t検定によって視神経挫滅群とシャム
手術群の遺伝子発現量を比較し、R/Bioconductorのqvalueパッケージを用いて多重検定
の補正をした32,33)。偽陽性率（False discovery rate: FDR）が0.1未満かつ遺伝子の倍率
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変化（Fold change: FC）の絶対値が1.5以上の遺伝子を発現変動遺伝子と定義した。本
研究では網膜全体を解析対象にしているが視神経挫滅によって主に障害されるRGC
は網膜全体の細胞の約0.5%程度と報告されている34)。また、1.5倍程度の遺伝子発現変
動でも軸索障害に影響を及ぼしているとの報告があり35)、本研究では閾値を比較的低
めに設定した。Cufflinks2を用いて転写された遺伝子のアイソフォーム毎の発現変動
解析を行った。FDRが0.1未満かつFCの絶対値が1.5以上の遺伝子を発現変動遺伝子と
定義した。なお、偽陽性である発現変動遺伝子を最小限にするために、各群の平均
FPKMがいずれかの群で0.3未満である遺伝子は解析結果から除外した36)。定量的
RT-PCR はR softwareを用い、t検定によって発現量を比較し、P値が0.05未満の遺伝子
を有意差ありと判定した。 
5. 研究結果  
5.1. RNA シークエンスによる軸索障害後の遺伝子発現プロファイル  
	 視神経挫滅によって軸索障害を誘導した網膜のトランスクリプトームをRNAシー
クエンスで解析した。シークエンスはIllumina Hiseq 2000で行い、その結果、1レーン
の総リード数は約4億、各サンプルの平均リード数は約6290万から7030万であった
（表1）。総リード数の内、約73.8%がリファレンス配列にペアでマッピングされてい
た。各遺伝子のRPKMを算出し箱ひげ図を作成したところ各サンプルの発現分布は全
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体的に均一であった（図1A）。発現変動遺伝子（|FC| > 1.5かつFDR < 0.1）の分布を
Volcano plotにより図1Bに示した。階層的クラスタリングにより、サンプル間の発現
変動遺伝子の発現様式を解析した。図1Cが示すように視神経挫滅群とシャム手術群で
クラスターが明瞭に分かれていることが確認できた。 
5.2. 軸索障害早期の発現変動遺伝子  
	 RNAシークエンスデータの統計解析により177の発現変動遺伝子（上昇：132遺伝子, 
減少：45遺伝子）を同定した。発現上昇・減少した遺伝子の上位10位を表3に示した。
最も発現変動が大きい遺伝子は軸索再生に関与することが報告されているSprr1aで
あった18)。RGCマーカーと軸索再生に関与する遺伝子を表4に示した。本研究はRGC
数が有意に減少する時期より早い視神経挫滅2日後で解析を行ったが、複数のRGCマ
ーカー遺伝子（Nefh、Pou4f1、Pou4f2、Rbpms、Rbpms2、Sncg）が減少を示した。し
かしRGCマーカーとして広く知られているThy1遺伝子は有意には減少していなかっ
た。文献情報と発現変動遺伝子を照合したところ、Atf3、Atf4、Atf5、Chac1、Ddit3、
Egr1、Trib3といった小胞体ストレスに関連した遺伝子群37)が有意に発現上昇している
ことが明らかとなった（表4）。さらに、抗酸化反応に関連するHmox1、Srxn1や、補
体に関連するC1qa、C1qa 、C1qaが有意に発現上昇していた（表4）。 
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5.3. 軸索障害早期におけるアイソフォーム毎の発現変動遺伝子解析  
	 DNAから転写されたRNAは選択的スプライシングによって複数のアイソフォーム
が生成されることが知られている 38)。本研究では、Cufflinks2 を用い遺伝子のアイソ
フォームレベルの発現変動解析を行い、その結果、93 の有意な発現変動遺伝子を同
定した。アイソフォームレベルの発現変動遺伝子のうち、FCが大きい順に上位 20ま
での遺伝子を表 5 に示した。 
5.4. 軸索障害早期では細胞死と細胞生存のパスウェイが共に活性化している  
	 RNAシークエンスによって得られた177の発現遺伝子群をIPAにアップロードしパ
スウェイ解析を行った。その結果、‘Cell Death and Survival’ （細胞死と細胞生存）に
関与するパスウェイが最も有意に変動していると判定された（表6）。Cell Death and 
Survivalパスウェイには、細胞死に関与するAtf3、Egr1、Jun、Tnfrsf12aや、細胞生存
に関与するHmox1、Sprr1aといった遺伝子が含まれていた（表7）。これらの遺伝子を
含む14遺伝子（Sprr1a、Mmp12、Sox11、Atf3、Tnfrsf12a、Hmox1、Plat、Egr1、Atf5、
Ddit3、Jun、Pou4f2、Nefh、Pou4f1）の発現変動を定量的RT-PCRで検証し、RNAシー
クエンスと同様の結果を得た（表8）。 
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5.5. 軸索障害早期では ATF4 を中心とし、TP53、NFE2L2、DDIT3 によって制
御されるネットワークも病態に関与する  
	 IPAによるパスウェイ解析を用い、どの遺伝子が軸索障害早期の病態を制御してい
るかを検討した。その結果、ATF4が最も有意な上流制御因子であると判定された
（表9)。その他に、TP53、NFE2L2、DDIT3も軸索障害早期の病態に関与する転写因
子であると判定された。これらの上流制御因子と、本研究で同定された標的遺伝子を
組み合わせたネットワーク図を図2に示した。 
6. 考察  
	 本研究ではRNAシークエンスを用いて軸索障害早期における網膜トランスクリプ
トームを明らかにした。視神経挫滅後、RGC数が減少し始める前の早期において、新
規の候補遺伝子を含む177の発現変動遺伝子を同定した。パスウェイ解析によって病
態の意義付けをしたところ、Cell Death and Survivalが最も有意なパスウェイであると
判定され、軸索障害早期では細胞死と細胞生存を促進する因子が同時に活性化して
いることが明らかとなった。さらに最も有意な上流制御因子としてATF4が同定され、
発現変動遺伝子群には多くの小胞体ストレス関連遺伝子群が含まれていることから、
ATF4を上流とした小胞体ストレス応答が軸索障害による細胞死に重要な役割を持つ
ことが示唆された。それに加え、酸化ストレス防御機構の中心的役割を担うNFE2L2
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を上流としたパスウェイも活性化していると判定され、軸索障害早期おける細胞生存
シグナルに抗酸化反応が関与していることが示唆された。 
	 本研究では、緑内障における進行性の RGC 死の原因として軸索障害に着目しマウ
ス視神経挫滅モデルを用いて解析を行った。従来、RGC 死を抑制する神経保護治療
薬の研究には様々な動物モデルが用いられている。その例として、視神経挫滅 12,16,39)、
視神経切断 40-42)、グルタミン酸障害 43-48)、tumor necrosis factor-α（TNF-α）による神
経炎症 49,50)などが報告されている。視神経挫滅や視神経切断は他のモデルと異なり、
視神経に機械的に直接障害を与えるモデルであり、緑内障の主要な病態である篩状板
部の絞扼による機械的な軸索障害を反映している 16)。N-methyl-d-aspartate やカイニン
酸によるグルタミン酸障害も広く用いられているが、障害後 6 時間で RGC に TUNEL
陽性細胞が検出され障害の進行速度が早いため、RGC が有意に減少する前の早期で
の解析は困難である 51,52)。一方で、TNF-αの硝子体注射による神経炎症モデルでは
RGC 死の検出までに数週間を要することに加え、細胞死が生じる RGC 数が比較的少
ないとされる。マウス視神経挫滅モデルでは視神経挫滅 3 日後まで RGC が維持され
その後 RGC 死が進行する 12)。本研究では視神経挫滅モデルを用い、障害 2 日後を解
析時期とすることで比較的短期間で軸索障害早期の変化を解析することが可能であ
った。 
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 本研究は、我々の知る限り、軸索障害早期の網膜トランスクリプトームを RNA シ
ークエンスで解析した初の報告である。ラット視神経切断やマウス視神経挫滅モデル
のマイクロアレイによる解析は既に報告があり、細胞死や軸索再生に関与する遺伝子
がいくつか突き止められている 18,53)。しかし、RNA シークエンスによる解析例は無
く、その有用性は不明であったが、マイクロアレイ解析で報告された軸索障害に重要
な役割を示す遺伝子（例：Sprr1a、Ecel1、Atf3）を同様に検出することが可能であっ
た。 
	 マイクロアレイ解析で検出できる遺伝子は、デザインした特定のプローブの配列に
制約される欠点がある。一方で、RNA シークエンスは全ての転写物を解析し定量化
するため未知の転写物の同定や選択的スプライシングイベントの評価が可能である
19)。本研究では、全エクソンレベルの発現変動遺伝子解析に加え、選択的スプライシ
ングによって影響されるアイソフォームレベルの発現変動遺伝子解析も行った（表 5）。
その結果、全エクソンレベルと同様に、Sprr1aが最も発現変動が大きいことや、Chac1、
Atf3，Trib3などの小胞体ストレス関連遺伝子がアイソフォームレベルでも発現変動し
ていることが明らかとなった。さらに、Fbxo44、Smarcal1、Ctnnal1、Cep250といっ
た、これまでのマイクロアレイ解析でも報告はなく、全エクソンレベルの RNA シー
クエンスでも検出されなかった発現変動遺伝子を同定することが可能であった。遺伝
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子のアイソフォームレベルの変化はアルツハイマー病やがん組織の発生など疾患の
病態に関与することが報告されており 54,55)、上記の遺伝子は視神経軸索障害の病態に
関与することが示唆される。本研究で用いた全転写物を解析する RNA シークエンス
は、緑内障のような多因子で複雑な病態が想定される疾患の研究では強力なツールと
なる可能性がある。本研究においても、緑内障病態に関与する軸索障害によって生じ
る遺伝子変化を網羅的に解析し、包括的な分子ネットワークを得ることができた。 
	 軸索障害では逆行性に軸索変性が生じ、RGC が減少することが知られている 12)。
軸索障害の動物モデルの検討でいくつかの RGC マーカーとなる遺伝子が減少するこ
とが報告されている 56,57)。本研究では視神経挫滅 2 日後に Pou4f1や Pou4f2といった
RGC 特異的な遺伝子が減少していた（表 4）。POU4F1 は RGC 数を反映する有用な
マーカーであることが知られている 56)。一方で RGC マーカー遺伝子として広く知ら
れている Thy158)は視神経挫滅 2 日後という障害早期では有意な減少を示さなかった。
POU4F1 は逆行性染色で標識した RGC の計測よりも早期に発現が減少するとされて
おり 56)、軸索挫滅早期の障害の検出には Pou4f1の定量が有用であることが示唆され
た。その他に、軸索障害が生じている網膜では軸索再生に関与する遺伝子の発現も変
動することが知られている 59)。本研究においても Sprr1aや Gap43といった、軸索再
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生を促進する遺伝子が有意に発現上昇していた（表 4)。これらは従来のマイクロアレ
イの解析で得られた結果と一致していた 18)。 
	 小胞体ストレスは様々な神経変性疾患の病態にも重要な役割を持つことが報告さ
れている 60)。小胞体ストレス下では主要な 3 つのパスウェイである RNA-dependent 
protein kinase (PKR)-like ER kinase (PERK)、inositol-requiring kinase 1 (IRE1)、そして 
ATF6 が活性化され、小胞体ストレスが遷延すると細胞死が誘導されることが知られ
ている 61)。視神経挫滅 2 日後の解析では Atf3、Atf4、Atf5、Chac1、Ddit3、Egr1、Trib3
といった小胞体ストレス関連遺伝子の発現上昇を認めた。(表 5). さらに IPA を用い
たパスウェイ解析で ATF4 が最も有意な上流制御因子であると判定された（表 9）。
小胞体ストレス下では PERK の下流の eukaryotic inactivation factor 2αによって ATF4
が活性化されることが報告されている 62)。これらの結果から、軸索障害早期の病態に
は小胞体ストレスによって活性化された ATF4 が重要な役割を持つことが示唆された。 
	 小胞体ストレスは、虚血、酸化ストレス、加齢など、様々な障害が原因となり異常
タンパクが集積することで活性化される 62)。本研究では、視神経挫滅後に眼底観察を
し、網膜に循環障害が無いことを確認していることに加え、RNA シークエンスの結
果でも低酸素関連遺伝子の有意な変動は認めていない。したがって、本研究における
小胞体ストレス活性化の主原因は虚血による低酸素ではないと考えられる。視神経挫
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滅モデルでは、軸索の機械的損傷によって小胞体の機能障害が生じることや、軸索
流低下によるミトコンドリア障害で酸化ストレスが生じるとされており 63,64)、これら
が小胞体ストレス反応の活性化の引き金になったと考えられる。 
	 本研究では、パスウェイ解析で ATF4 に加え、C/EBP homologous protein (CHOP)と
いう名でも知られる DDIT3 も有意な上流制御因子であると判定された（表 9）。CHOP
は小胞体ストレス下で ATF4 によって活性化され、細胞死を誘導することが知られて
いる 65)。Chop欠損マウスを用いた過去の報告では、野生型と比較して視神経挫滅に
よる RGC 死が抑制されることが報告されている 66)。本研究の結果も含め、軸索障害
の早期では ATF4-CHOP パスウェイが軸索障害による細胞死に重要な役割をもつこと
が示唆された。しかし、本研究ではそれ以外にも、小胞体ストレス反応の一つである
IRE1-JNK パスウェイによって活性化される Junも有意に発現上昇していた 35,67) （表
8）。さらに、Trib3や Chac1といった、網膜ではその機能が詳細に検討されていない
遺伝子も発現上昇していることがわかった（表 4）。TRIB3 は 293 細胞 や Hela 細胞
を用いた研究で小胞体ストレスによって誘導される細胞死に関与することが報告さ
れている 61)。CHAC1 はグルタチオンを減少させることで酸化ストレスを誘導するこ
とや 68)、小胞体ストレス下で ATF4-ATF3-CHOP パスウェイにより活性化され細胞死
に関与することがヒト大動脈内皮細胞を用いた研究で報告されている 69)。 
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 以上より、軸索障害によって ATF4-CHOP パスウェイだけでなくさまざまなパスウ
ェイが同時に活性化され細胞死に関与していることが明らかとなった。ラットの網膜
剥離モデルを用いた研究で、細胞死に関与する 2 つのパスウェイを同時に阻害するこ
とで視細胞保護効果が増強することが報告されており、緑内障病態である軸索障害に
おいても複数のパスウェイで構成される分子病態ネットワークを考慮した治療が有
用である可能性が示唆された 70)。 
	 小胞体ストレスに加え、酸化ストレスも多くの神経変性疾患に関与することが報告
されている 71,72)。本研究では抗酸化反応に関連する遺伝子である Hmox1と Srxn1が視
神経挫滅 2 日後に有意に上昇していた（表 4）。IPA によるパスウェイ解析では Nrf2
（NF-E2 related factor 2）として知られる NFE2L2 が有意な上流制御因子であると判定
された（表 9）。Nrf2 は酸化ストレスによって活性化される強力な転写因子であり、
Hmox1と Srxn1といった細胞保護に関連した遺伝子の発現を上昇させることが知られ
ている 73,74)。マウスの視神経挫滅モデルを用いた検討では、障害 1 日後に Nrf2 が RGC
の核内に移行することが報告されている 11)。さらに Nrf2 欠損マウスを用いた検討に
おいて、視神経挫滅による RGC 死が野生型マウスと比較し有意に増加することが報
告されている 11)。このことから軸索障害後、RGC 数が維持されている早期において
は Nrf2 によって誘導されるHmox1や Srxn1が RGC 保護に関与していることが示唆さ
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れた。小胞体ストレスの抑制に加え、抗酸化反応を増強させることで軸索障害による
RGC 死をさらに抑制できる可能性が示唆された。 
	 中枢神経障害に免疫反応が関与することが報告されている 59)。本研究においても、
C1qa、C1qb、C1qcといった補体系に関与する遺伝子が有意に発現上昇していた（表
4）。C1qaはパスウェイ解析で最も有意に活性化している Cell Death and Survival パス
ウェイの遺伝子群に含まれていた（表 7）。補体系はアルツハイマーなどの神経変性
疾患の病態に関与することが報告されている 75)。また、視神経挫滅 2 日後の網膜をマ
イクロアレイで解析した過去の報告においても、本研究と同様に補体系が活性化する
ことが報告されている 76)。軸索障害によって生じる RGC 死に免疫反応も関与してい
ることが示唆された。 
	 本研究では、RGC が有意に減少し始める前の視神経挫滅 2 日後の網膜を用いて網
羅的に遺伝子発現を解析したが、タイムコースによる変化の詳細な検討は行っていな
い。過去の研究では、視神経挫滅 2 日後をピークに Chopや Junの発現が上昇し、5
日後も上昇が続くことが報告されている。Chop欠損マウスでは、野生型と比較し視
神経挫滅による RGC 死が抑制されることからも、軸索障害早期では小胞体ストレス
が重要な役割を持つと考えられる。しかし、視神経挫滅後 3 日から 4 日以降の網膜で
は、ミトコンドリアにおける活性化酸素種の増加やマイクログリアの活性化が生じ
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RGC 死に関与することが報告されている 11,77)。我々の研究グループが行った定量的
RT-PCR によるタイムコースの検討においても、酸化ストレスや炎症に関与するいく
つかの遺伝子に同様の傾向が認められている（データ未掲載）。したがって、軸索障
害中から後期では酸化ストレスや炎症反応が RGC 死に関与し、これらの病態に対す
る治療も併せて行うことが有効である可能性がある。緑内障は慢性疾患であり上述し
た病態が混在していると考えられ、今後はタイムコースを考慮した詳細な検討が必要
と考えられる。 
 
7. 結論  
次世代シーケンサーを用いて軸索障害早期の網膜トランスクリプトームを解析し
た。RNA シークエンスを用いた報告は本研究が初である。RNA シークエンスによる
発現変動遺伝子解析とパスウェイ解析の結果から RGC が維持されている軸索障害早
期の網膜では細胞死と細胞生存に関与するパスウェイが同時に活性化していること
が明らかとなった。さらに、軸索障害による RGC 死には小胞体ストレスによって活
性化される ATF4-CHOP が主要なパスウェイであることが示唆された。次世代シーク
エンサーによる RNA シークエンスとパスウェイ解析を用いることで、視神経軸索障
害における分子病態メカニズムの全体像を把握することが可能であった。今後、本研
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究で得られた候補遺伝子を詳細に解析することで、新規の神経保護薬の開発につなが
ることが期待できる。 
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9. 図	  
図 1、2 は基礎論文（Yasuda M et al. PLoS One 2014;9:e93258.）より改変して掲載。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1. RNAシークエンスよる軸索障害後の遺伝子発現プロファイル 
(A) 各サンプルの遺伝子発現量（RPKM）の分布。 (B) 軸索障害後の遺伝子発現の倍
率変化とP値の関係を示すVolcanoプロット。赤点は発現変動遺伝子を示す。(C) 軸索
障害後の発現変動遺伝子による階層的クラスタリングとヒートマップ。赤は発現上
昇を示し、緑は発現減少を示している。 
A B 
C 
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図 2. 軸索障害後早期に網膜で変動する遺伝子群のネットワーク 
パスウェイ解析によって予測された上流転写因子 ATF4、TP53、NFE2L2、DDIT3 と
その標的遺伝子を IPA で結合し図を作成した。軸索障害早期に網膜で変動する分子ネ
ットワークの全体像を示している。 
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10. 表  
表 5 以外の表は基礎論文（Yasuda M et al. PLoS One 2014;9:e93258.）より改変し
て掲載。 
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表 2. 定量的 RT-PCR に用いた Taqman プローブの情報 
Gene symbol Gene Accession 
Sprr1a Mm01962902_s1  
Mmp12 Mm00500554_m1  
Sox11 Mm01281943_s1  
Atf3 Mm00476032_m1  
Tnfrsf12a Mm01302476_g1  
Hmox1 Mm00516007_m1  
Plat Mm00476931_m19  
Egr1 Mm00656724_m1  
Atf5 Mm04179654_m1  
Ddit3 Mm01135937_g1  
Jun Mm00495062_s1  
Pou4f2 Mm00454754_s1  
Nefh Mm01191456_m1  
Pou4f1 Mm02343791_m1  
Gapdh Mm99999915_g1  
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表 3. 軸索障害後早期に発現上昇または減少した上位 10 遺伝子 
Symbol Description Gene accession Fold change P値  FDR 
発現上昇   
Sprr1a Small proline-rich protein 1A NM_009264 23.81  5.46E-05 0.026 
Mmp12 Matrix metallopeptidase 12 NM_008605 17.82  2.80E-04 0.045 
Ecel1 Endothelin converting enzyme-like 1 NM_021306 15.96  1.08E-03 0.054 
Chac1 ChaC, cation transport regulator-like 1 (E. 
coli) 
NM_026929 6.61  1.44E-05 0.022 
Sox11 SRY-box containing gene 11 NM_009234 5.92  2.98E-04 0.045 
Atf3 Activating transcription factor 3 NM_007498 5.34  7.10E-05 0.028 
Lgals3 Lectin, galactose binding, soluble 3 NM_001145953 4.23  3.66E-03 0.071 
Phgdh 3-phosphoglycerate dehydrogenase NM_016966 4.09  3.36E-04 0.045 
Cdkn1a Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) NM_007669 4.03  6.92E-04 0.051 
Tnfrsf12a Tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 12a 
NM_013749 3.98  4.84E-04 0.048 
発現減少   
Gm6747 Predicted gene 6747 XM_003945591 -3.53  2.17E-03 0.061 
Irx2 Iroquois related homeobox 2 (Drosophila) NM_010574 -2.77  3.69E-04 0.045 
Gm7244 Predicted gene 7244 NG_019018 -2.57  3.35E-03 0.069 
Rasgrp2 RAS, guanyl releasing protein 2 NM_011242 -2.57  2.13E-04 0.043 
Tppp3 Tubulin polymerization-promoting protein 
family member 3 
NM_026481 -2.55  2.27E-05 0.022 
Kcnd2 Potassium voltage-gated channel, 
Shal-related family, member 2 
NM_019697 -2.47  6.78E-03 0.081 
Opn3 Opsin 3 NM_010098 -2.44  3.63E-03 0.071 
Ctxn3 Cortexin 3 NM_001134697 -2.42  3.62E-04 0.045 
Pou4f2 POU domain, class 4, transcription factor 2 NM_138944 -2.40  7.99E-03 0.085 
Pvalb Parvalbumin NM_013645 -2.37  5.66E-04 0.048 
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表 4. RGC、軸索再生、小胞体ストレス、抗酸化、補体に関与する遺伝子の発現変動  
Symbol Description  Gene accession Fold change P値  FDR 
RGC  
Nefh Neurofilament, heavy polypeptide NM_010904 -2.24  3.11E-04 0.045  
Pou4f1 POU domain, class 4, transcription factor 1 NM_011143 -1.54  5.41E-03 0.077  
Pou4f2 POU domain, class 4, transcription factor 2 NM_138944 -2.40  7.99E-03 0.085  
Pou4f3 POU domain, class 4, transcription factor 3 NM_138945 1.04  NS NS 
Rbpms RNA binding protein gene with multiple splicing NM_019733 -1.62 1.43E-03 0.056  
Sncg Synuclein, gamma NM_011430 -1.77  1.27E-04 0.032  
Thy1 Thymus cell antigen 1, theta NM_009382 -1.07  NS NS 
軸索再生   
Gap43 Growth associated protein 43 NM_008083 1.53  4.44E-03 0.073  
Sprr1a Small proline-rich protein 1A NM_009264 23.81  5.46E-05 0.026  
小胞体ストレス   
Atf3 Activating transcription factor 3 NM_007498 5.34  7.10E-05 0.028  
Atf4 Activating transcription factor 4 NM_009716 1.61  5.65E-04 0.048  
Atf5 Activating transcription factor 5 NM_030693 2.24  2.27E-03 0.062  
Chac1 ChaC, cation transport regulator-like 1 (E. coli) NM_026929 6.61  1.44E-05 0.022  
Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3 NM_007837 2.15  1.51E-03 0.056  
Egr1 Early growth response 1 NM_007913 2.25  7.25E-04 0.051  
Trib3 Tribbles homolog 3 (Drosophila) NM_175093 2.89  2.98E-03 0.067  
抗酸化       
Hmox1 heme oxygenase (decycling) 1 NM_010442 3.67  4.82E-05 0.026  
Srxn1 sulfiredoxin 1 homolog (S. cerevisiae) NM_029688 2.22  3.14E-04 0.045  
補体       
C1qa complement component 1, q subcomponent, alpha 
polypeptide 
NM_007572 1.64  7.98E-03 0.085  
C1qb complement component 1, q subcomponent, beta 
polypeptide 
NM_009777 1.92  1.66E-03 0.058  
C1qc complement component 1, q subcomponent, C chain NM_007574 1.62  4.31E-03 0.073  
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表 5. 軸索障害後早期におけるアイソフォーム毎の発現変動遺伝子上位 20 位のリスト  
Symbol Description Gene accession Fold change FDR 
Sprr1a Small proline-rich protein 1A NM_009264 22.70  3.42E-04 
Gal galanin NM_010253 9.45  3.58E-02 
Adcyap1 adenylate cyclase activating polypeptide 1 NM_009625 9.04  9.72E-03 
Chac1 ChaC, cation transport regulator-like 1 (E. coli) NM_026929 6.77  4.76E-06 
Sox11 SRY-box containing gene 11 NM_009234 6.26  5.62E-05 
Stmn4 stathmin-like 4 NM_019675 5.59  1.39E-02 
Fbxo44 F-box protein 44 NM_173401 5.17  9.96E-02 
Atf3 activating transcription factor 3 NM_007498 5.15  0.00E+00 
Smarcal1 SWI/SNF related matrix associated, actin dependent 
regulator of chromatin, subfamily a-like 1 
NM_018817 4.82  7.40E-02 
Ctnnal1 catenin (cadherin associated protein), alpha-like 1 NM_018761 4.33  7.98E-02 
Gm13889 predicted gene 13889 NM_001145034 3.97  0 
Cdkn1a cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) NM_007669 3.91  1.22E-03 
Phgdh 3-phosphoglycerate dehydrogenase NM_016966 3.85  9.72E-07 
Hmox1 heme oxygenase (decycling) 1 NM_010442 3.83  6.96E-03 
Tmem62 transmembrane protein 62 NM_175285 3.81  9.78E-02 
Tnfrsf12a tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a NM_013749 3.33  1.34E-03 
Cep250 centrosomal protein 250 NM_177217 3.27  1.75E-02 
Trib3 tribbles homolog 3 (Drosophila) NM_175093 2.74  6.61E-02 
Stmn4 stathmin-like 4 NM_019675 2.73  4.13E-05 
Mthfd2 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NAD+ 
dependent),  
methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase 
NM_008638 2.49  2.22E-02 
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表 6. 軸索障害によって有意に変化する上位 5 つまでのパスウェイ 
Category P値  標的分子数  
Cell Death and Survival 7.45E-07-1.83E-02 45 
Cellular Function and Maintenance 2.81E-06-1.83E-02 41 
Cell-To-Cell Signaling and Interaction  4E-06-1.83E-02 40 
Molecular Transport 5.13E-05-1.17E-02 42 
Small Molecule Biochemistry  5.13E-05-1.83E-02 36 
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表 7. Cell Death and Survival に含まれる遺伝子群のリスト 
Category  P値  Molecules 
Cell Death and Survival 7.45E-07-1.83E-02 AARS KRT18 
  ADAMTS1 LGALS3 
  ADCYAP1 MMP12 
  AGER MMP9 
  ATF3 NEFH 
  ATF4 NRGN 
  ATF5 OPN3 
  C1QA PGLYRP1 
  CDKN1A PLAT 
  CHI3L1 POU4F1 
  CLIC4 POU4F2 
  Cr1l PRMT2 
  CX3CR1 SERPINB9 
  DDIT3 SERPINF1 
  DUSP1 SOX11 
  EGR1 Sprr1a 
  FCER1G SST 
  HAX1 TAC1 
  HMOX1 TNFRSF12A 
  IGFBP3 TRAIP 
  ITGAM TYROBP 
  JUN ZYX 
  KCND2  
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表 8. 定量的 RT-PCR による RNA シークエンスデータの検証 
Symbol Description 
Gene 
Accession 
 
RNAシークエンス  
 
RT-PCR 
 
FC P値  
 
FC P値  
Sprr1a Small proline-rich protein 1A NM_009264  23.81  5.46E-05  232.12  2.79E-03 
Mmp12 Matrix metallopeptidase 12 NM_008605  17.82  2.80E-04  84.75  2.27E-04 
Sox11 SRY-box containing gene 11 NM_009234  5.92  2.98E-04  10.14  3.74E-04 
Atf3 Activating transcription factor 3 NM_007498  5.34  7.10E-05  5.51  1.13E-02 
Tnfrsf12a Tumor necrosis factor receptor 
superfamily member 12a 
NM_001161746  3.98  4.84E-04 
 
 7.57  1.27E-03 
Hmox1 Heme oxygenase (decycling) 1 NM_010442  3.67  4.82E-05  4.50  1.53E-02 
Plat Plasminogen activator, tissue NM_008872  2.26  5.63E-05  2.22  8.82E-03 
Egr1 Early growth response 1 NM_007913  2.25  7.25E-04  4.21  2.15E-02 
Atf5 Activating transcription factor 5 NM_030693  2.24  2.27E-03  2.82  5.50E-05 
Ddit3 DNA-damage inducible transcript 3 NM_007837  2.15  1.51E-03  2.37  8.60E-06 
Jun Jun oncogene NM_010591  2.00  1.14E-04  2.22  1.78E-03 
Pou4f2 POU domain, class 4, transcription 
factor 2 
NM_138944  -2.40  7.99E-03  -2.55  2.34E-06 
Nefh Neurofilament, heavy polypeptide NM_010904  -2.24  3.11E-04  -2.36  3.58E-07 
Pou4f1 POU domain, class 4, transcription 
factor 1 
NM_011143  -1.54  5.41E-03  -2.25  1.55E-03 
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表 9. 軸索障害による変化を上流で制御する転写因子 
Name Predicted 
activation 
Activation 
Z-score 
P-value of 
overlap 
標的分子  
ATF4 Activated 3.12 8.90E-18 AARS, ASNS, ATF3, CDKN1A, DDIT3, 
GARS, LGALS3, MTHFD2, PSAT1, 
SARS, SERPINF1, SHMT2, SLC7A3, 
SLC7A5, TNFRSF12A, TRIB3 
TP53 Activated 2.44 2.83E-05 ATF3, ATG10, C1QC, CDKN1A, CLIC4, 
DUSP1, HMGN2, HMOX1, IFI30, IGFBP3, 
KRT18, LGALS3, MMP9, SERPINB9, 
SESN2, TMEM43, TRIB3 
NFE2L2 Activated 2.13 4.79E-03 ADCYAP1, ARHGEF3, CELA1, FXYD1, 
HAX1, HMOX1, PSAT1, SRXN1 
DDIT3 Activated 2.00 3.20E-06 ATF3, ITGAM, SARS, TRIB3 
フィッシャーの正確検定により検定。P < 0.05 かつ|Z-score| ≥ 2 を有意差ありと判定した。 
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